Head‐to‐Head comparison of consensus‐recommended platelet function tests to assess P2Y12



























function  testing  was  carried  out  simultaneously  by  Multiplate®  aggregometry  and  by  VASP 
assessment through ELISA and flow cytometry. As expected, increasing concentrations of the P2Y12 















Function  and  Genetic  Testing  for  Guiding  P2Y12  Receptor  Inhibitor  Treatment  each  published 
position papers on platelet function testing in patients on P2Y12 inhibitors. These papers suggested 
that platelet  function  could  be  tailored within  a  therapeutic window  to  balance  ischemic versus 
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to  identify patients with high, optimal,  and  low platelet  reactivity  in  the  context of multi‐center 
studies.  Specifically,  we  compared  the  performance  of  VASP  assessment  by  ELISA  and  flow 
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We further used a standardized flow cytometric assay of platelet VASP phosphorylation, as per 
the manufacturer’s  instructions  (Platelet VASP; Stago, France). Flow cytometry  (FC) analysis was 
performed using a MACSQuant Analyzer 10  (Miltenyi Biotec, San Diego, CA, USA). A PRI was 
calculated using corrected mean fluorescence intensities (MFIc) according to the following formula: 
PRI % MFIcPGE1 MFIc PGE1 ADP /MFIcPGE1 100 
 
 
where MFIc  represents  the  corrected mean  fluorescence  intensity  in  the presence of PGE1  alone, 
(PGE1) or PGE1 and ADP simultaneously (PGE1 + ADP). 
2.3.3. Multiplate® Aggregometry 
Whole‐blood  aggregation was determined using  the Multiplate®  analyzer. The ADP  test  kit 
(Roche  Diagnostics,  Diapharma, West  Chester,  OH,  USA) was  used  as  per  the manufacturer’s 
instructions. Platelet aggregation was reported as arbitrary units (U). 
2.3.4. Statistical Analysis 
Sample size was based on  the recommendations  from  the Clinical and Laboratory Standards 
Institute [8]. Twenty‐four independent qualified reference individuals with 5 concentration–response 
samples per participant provided 120 samples for analysis, consistent with guideline provisions for 





through  Bland–Altman  95%  limits  of  agreement  and  Intraclass  Correlation  (ICC).  Data  were 
categorized based on cut‐offs of <19, 19–46, and >46 U for the Multiplate® analyzer and <16, 16–50, 














by  AR‐C  66096  as  assessed  by  vasodilator‐associated  stimulated  phosphoprotein  (VASP) 











flow  cytometry‐based  VASP  phosphorylation  assessment.  (B)  Bland–Altman  assessment  of 
agreement between ELISA‐based and flow cytometry‐based VASP phosphorylation assessment. PRI: 
platelet reactivity index. 
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3.3. Correlation of VASP Phosphorylation Assays with the Multiplate® Assay 




Figure  3.  Correlation  of  VASP  phosphorylation  assays  with  the  Multiplate®  assay.  (A)  Linear 
regression  between  flow  cytometry‐based  VASP  phosphorylation  assessment  and  Multiplate® 




















Platelet  function  testing has  long been  confined  to  specialized  laboratories  [7]. The need  for 
specialized  infrastructure, experienced technical skill, and a  time‐limited window of action of less 
than 4 h from blood sampling have arguably rendered large‐scale platelet function testing a challenge 
[9]. Moving away  from  “gold  standard”  light  transmission aggregometry has  liberalized platelet 
function testing use and sparked the development of standardized platelet function assays—partly 
or fully automated or simplified sufficiently—to be used in standard laboratories or at the point of 
care.  In a  large  collective analysis, Aradi  et al. pooled  together  individual data  from 17  separate 
studies,  including  >20,000  participants  [4].  Based  on  cut‐offs  of  <19,  19–46,  and  >46  U  for  the 











of 0.89 between the  two VASP assays  in healthy volunteers, which  is very close to our coefficient 
(0.87). Notwithstanding this fact, once categorized into high, optimal, and low reactivity, we saw an 
overrepresentation of  individuals  in  the  low platelet  reactivity  category with ELISA‐based VASP 
versus FC‐based VASP and Multiplate®. An adjustment to cut‐off values for ELISA‐based VASP may 
thus be required. 
The main drawback of  the VASP assay  is  that  it  is a pharmacological  readout  that does not 
necessarily  translate  into  a  pharmacodynamic  readout  [13].  For  this  reason,  we  compared  the 
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performance  of  ELISA‐  and  FC‐based  VASP  assays  against  the  other  consensus‐recommended 
whole‐blood aggregation assay, i.e., the Multiplate® analyzer. We found the VASP assay to slightly 
overestimate  the number of values  in  the high  and  low platelet  reactivity  categories, with  fewer 
valued in the optimal range. Like Mingant et al., we noted an ICC that varied between 0.62 and 0.84 
[13], suggesting that while the agreement is moderate, it is not perfect.   
As  recent  guidelines  do  not  recommend  routine  platelet  function  testing,  the  current 
applications of these results would mainly target the research community interested in multi‐center 








and accurate  in determining  inhibition of P2Y12 receptors,  thus allowing  for a wider use of VASP 
outside of specialized laboratories. The choice of one versus the other can therefore be based on the 
pragmatic grounds of feasibility. The selection of VASP assays as opposed to Multiplate® will require 
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